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摘要: 以南美白对虾为材料, 分离提纯 N-乙酰-B-D-氨基葡萄糖苷酶,研究产物 NAG 及产物类似物 glu、gal、fru 等对
该酶催化水解 pNp-B-D-GlcNAc活力的影响.抑制强度次序为: NAG> gla> glu> suc> fru.研究抑制作用动力学,结果
表明: NAG对酶的抑制作用表现为反竞争型,其抑制常数 K IS为 11. 4 mmol/ L / ; gal、glu、fru 对酶的作用表现为竞争
型抑制,抑制常数 K I 分别为 0. 709、0. 747和 2. 94 mol/ L ; suc对酶的抑制作用表现为非竞争型,抑制常数 K I= K IS=
2. 58 mol/ L .
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中图分类号: Q 356. 1 文献标识码: A                
  N-乙酰-B-D-氨基葡萄糖苷酶( NAGase, EC3. 2.
1. 52)能协同内切几丁质酶、外切几丁质酶将多聚壳
聚糖分解成 N-乙酰-B-D-氨基葡萄糖. 对虾 NAGase
不仅与对虾生长发育过程中的周期性蜕皮及虾幼体



















1. 1  材  料
N-乙酰-B-D-氨基葡萄糖苷酶( NAGase)从南美
白对虾内脏分离纯化得到, 酶制剂为 PAGE 单一




1. 2  方  法
酶活力的测定方法参考文献 [ 5] , 以 pNP-B-D-
GlcNAc为底物,在 2 mL 的测活体系中,包含 0. 15
mol/L NaAc-HAc 缓冲液( pH 5. 2)和 0. 5 mmol/ L
的底物,于 37 e 恒温水浴中加入适量酶液, 准确反
应 10 min, 加入 2 mL 0. 5 mol/ L NaOH 终止反应,
在 752型 Spect rum 紫外可见分光光度计上测定波
长为 405 nm 的光密度值( OD 405 nm ) , 消光系数按
1. 73 @ 104 L/ ( mol#cm)计算[ 6] . 产物类似物对酶的
抑制机理判断是通过 Linew eaver-Burk双倒数作图,
比较酶催化反应的动力学参数, 包括表观米氏常数
         c / ( mmol#L - 1)
 图 1  几种产物类似物对南美白对虾 NAGase活力的
影响
 Fig . 1  Effects of some product analo gs on the act ivity of
NAGase from the prawn
( K m )和最大反应速度( V m)的变化来分析.
2  实验结果
2. 1  产物类似物对南美白对虾 NAGase 活
力的影响
分别以产物: N-乙酰-B-D-氨基葡萄糖( NAG)和
葡萄糖( glu)、半乳糖( gal)、果糖( fru)、蔗糖( suc)等
产物类似物为效应物, 探讨它们对南美白对虾 NA-
Gase催化水解 pNp-B-D-GlcNAc的活力影响. 结果
见图 1. 随着产物 NAG 浓度的增大, 酶活力呈指数
迅速下降, 导致酶活力下降一半所需的 NAG 浓度
( I C50)为 12. 5 mmol/ L; 其它产物类似物对酶活力
的抑制强度不大, 0. 8 mol/ L 的 g lu、gal、f ru、suc分别
使酶活力下降 37%、44%、17%、21% , glu与 gal差
别不大, fru与 suc 差别不大. 抑制效果依次为 NAG
> gal> glu> suc> fru.
2. 2  NAG对南美白对虾 NAGase 的抑制表
现为可逆效应
在含不同浓度 NAG 的测活体系中, 固定底物
浓度为 0. 5 mmol/ L ,改变酶的加入量, 测定不同浓
度 NAG 对南美白对虾 NAGase催化 pNP-B-D-Glc-
NAc的水解活力影响. 以酶的剩余活力对加入酶量
作图, 得到一组通过原点的直线(图 2) , 随着 NAG




         [ E] / (Lg#mL- 1 )
 图 2  在不同 NAG 浓度下酶活力和酶量的关系
曲线 0~ 5分别代表 NAG 的浓度为: 0, 2. 5, 5,
10, 20 和 30 mmol/ L
 Fig . 2  The effect of concentrations of NAGase on the
enzyme act ivity in presence of different concen-
trations of NAG
的其它产物类似物也均表现为可逆效应.
2. 3  NAG 对南美白对虾 NAGase 抑制机理
及抑制常数的测定
       [ S] - 1/ ( mmol- 1#L )
 图 3  NAG对南美白对虾的抑制作用
直线 0~ 4 的抑制剂浓度分别为 0, 5, 10, 15 和
20 mmol/ L
 F ig. 3 L inew eaver-Burk polts for inhibition of NAG on
the NAGase activity
在测活体系中, 加入固定的酶量, 改变底物浓
度, 测定不同浓度 NAG 对酶活力的影响, 以
Linew eaver-Burk双倒数作图, 可以判断 NAG 的抑
制类型, 实验结果见图 3. 由图可见, L inew eaver-
Burk双倒数作图得到 1 组斜率不变、横轴截距减
小、纵轴截距增大的平行直线, 说明 K m、Vmax值均
随着 NAG浓度的增大而减小, NAG 既影响米氏常
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 图 4  葡萄糖对南美白对虾 NAGase的抑制作用
直线 0~ 4 的抑制剂浓度分别为 0, 0. 3, 0. 6, 0. 9
和 1. 2 mol/ L
 Fig . 4  L ineweaver-Burk plots for inhibition of glucose
on the NAGase from t he the pr aw n ( Penaeus
v annamei)
数( K m) ,又影响最大反应速度( Vm ) ,其抑制机理表
现为反竞争性类型. NAG 只能与结合酶( ES)结合,
使反应平衡趋向于 ES 的形成, 故 NAG的存在反而
增加了 E 与 S的亲和力. 以不同浓度 NAG 下测定
的 1/ V m对 NAG浓度作图(图 3内插图)为一条直
线,从直线的斜率可以求得抑制常数 K IS= 11. 4
mmol/ L.
2. 4  葡萄糖( glu)对南美白对虾 NAGase 抑
制机理及抑制常数的测定
以相同的方法研究 g lu 对南美白对虾 NAGase
抑制作用机理. 双倒数作图得到相交在纵轴的一组
直线(图 4) , 说明最大反应速度( V m )不受影响, 而
米氏常数( K m )则随着 glu浓度增大而增大, 表现为
竞争性类型, glu和底物( S)竞争游离酶( E)的结合
部位,但不能和结合酶( ES)结合.以不同 g lu浓度下
的表观米氏常数( K mapp)对 glu浓度作图为直线, 从
斜率可求出其抑制常数( K I)为 0. 747 mol/ L . 相同
的方法测得半乳糖( gal)、果糖( fru)对南美白对虾的
抑制类型也表现为竞争性类型, 所测得的抑制常数
分别为 0. 709 mol/ L 和 2. 94 mol/ L.
2. 5  蔗糖 ( suc) 对南美白对虾 NAGase 抑制
机理及抑制常数的测定
以相同的方法研究 suc 对南美白对虾 NAGase
抑制作用机理. 双倒数作图为一组横轴截距不变的
直线,说明 suc不影响米氏常数( K m ) , 只影响最大
        [ S] - 1/ ( mmol- 1#L )
 图 5  蔗糖对南美白对虾 NAGase的抑制作用
直线 0~ 4的抑制剂浓度分别为 0, 0. 3, 0. 6, 0. 9
和 1. 2 mol/ L
 F ig. 5  L ineweaver-Burk plots for inhibition of sucrose
on the NAGase from the the prawn ( Penaeus
v annamei )
反应速度( V m ) , 其抑制机理表现为非竞争性类型.
图 5 为 suc 对南美白对虾 NAGase 抑制作用的
Linew eaver-Burk双倒数作图, K m 值不随着 suc 浓




合,且结合常数相同. 以不同浓度 suc 下测定的 1/
V m对 suc浓度作图(图 5内插图)为一条直线, 从直
线的斜率可以求得抑制常数为 2. 58 mol/ L .
3  讨  论
NAGase能催化几丁质的降解和合成, 在对虾
生长发育过程中, 旧壳的蜕换及新壳的形成起着重
要作用. NAG是 NAGase 水解几丁质的最终产物,





半乳糖( gal)、果糖( f ru)、蔗糖( suc)作为效应物, 结
果显示产物对酶活力有较强的抑制作用, 其 IC50为
12. 5 mmol/ L ,但其它产物类似物对酶活力的抑制
程度远弱于 NAG, 在浓度高达 800 mmol/ L 的浓度
下,各类似物的抑制强度还达不到 50%. NAG对酶
的抑制作用机理表现为反竞争性抑制; glu、gal、f ru
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对酶的抑制作用机理表现为竞争性抑制; suc对酶的
抑制则表现为非竞争性抑制.产物 NAG是 glu的乙
酰氨基衍生物; gal、f ru 是 glu 的构象异构体; suc 是
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Inhibitory Effects of Some Product Analogues on the
B-N-Acety-l D-glucosaminidase from Prawn( Penaeus vannamei )
XIE Xiao- lan, WANG Qin, CHEN Qing-x i
*
( T he Key Laboratory of Education M inistry for Cell Biolog y and Tumor Cell Eng ineering,
School of L ife Sciences, Xiamen University, Xiamen 361005, China)
Abstract: The B-N-Acety-l D-glucosaminidase ( NAGase, EC. 3. 2. 1. 52) catalyzes the cleavage of N-acetylg lu-
cosamine polymers. It is a composit ion of the chit inases and cooperates w ith endo-chit inase and exo-chit inase to
disinteg rate chit in into N-acetylglucosam ine. It is widely dist ributed in animal t issues, in plants, and in microor-
ganism. As a series researches, in this paper, the inhibitory ef fects of product and some product analogs on the ac-
t ivity of NAGase f rom the v iscera of praw n ( Penaeus vannamei ) w ere studied. T he results show ed that B-N-
Acety-l D-g lucosamine( NAG) , g lucose, galactose and fructose, sucrose were chosen as inhibitors of NAGase for
the hydrolysis of pNP-B-D-GlcNAc. The effects of these effectors on the NAGase activity w ere reversible w ith re-
maining enzyme act ivity. The inhibitor concentrat ions leading to 50% activity lost ( IC 50) of NAG was estimated
to be 12. 5 mmol/ L, however, the inhibitory ability of product analogs w as much w eaker than that of NAG. T he
order of inhibit ion is NAG> galactose> g lucose> sucrose> fructose. The inhibitory type of NAG on the enzyme
w as found to be uncompetit ive and the inhibitory constant ( K I) w as determ ined to be 11. 4 mmol/ L. Galactose,
g lucose and fructose were classif ied as competit ive inhibitors and their inhibitory constant w ere determined to be
0. 71, 0. 75 and 2. 94 mol/ L , respect ively. Sucrose w as classified as noncompet it ive and the inhibitory constants
w as 2. 58 mol/ L .
Key words: the praw n ( Penaeus vannamei ) ; B-N-Acety-l D-glucosaminidase; product analogues; inhibitory
mechanism
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